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Verfahren zur Sepsisdiagnose und zur Kontrolle von Spender- 
blut durch. Bestimmung von anfci-Asialo-Gangliosid- 

Antikorpern 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein neues Verfahren fur 
die medizinische Diagnostik, insbesondere die preventive 
Diagnostik, von Sepsis und sepsisahnlichen systemischen 
Entziindungserkrankungen, und davon abgeleitet, auch ein 
Verfahren zur Kontrolle von Spenderblut, z.B. im Sinne eines 
Screenings von Blutbanken. Sie beruht auf dem erstmaligen 
Nachweis stark erhohter Konzentrationen von anti-Gangliosid- 
Autoantikorpern, insbesondere von anti-Asialo-G M1 -Autoanti- 
korpern und daxnit kreuzreagierenden Antikorpern, z.B. anti- 
GM-l -Antikorpern, vom IgG- und IgA-Typ, in den Seren von 
Sepsis -Patienten. 

Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung ein Ver- 
fahren zur Frtiherkennung einer septischen Reaktion bei einem 
menschlichen Patienten (Sepsisrisikopatienten) , bei dem auf- 
grund z.B. eines vorausgehenden medizinischen Eingriffs 
und/oder eines Traumas (Unfall, Verbrennung, Kriegsverlet- 
zungen, Dekubitus u.a.) ein erhohtes Risiko zur Entwicklung 
einer septischen Reaktion besteht, sowie zur Abschatzung der 
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potentiellen Gefahrdung eines Patienten durch eine septische 
Reaktion vor-zrfi-; ei-nem -medizdnischen Eingriff oder unmit--- 
telbar nach einem Trauma, wenn diese von einer solchen Art 
sind, dass sich in deren Folge als gefahrliche Komplikation 
eine Sepsis entwickeln kann. 

Das Verfahren hat dabei einen besonderen Wert als Risiko- 
AusschluEverfahren, d.h fur die Verneinung einer akuten 
Gefahrdung duch Sepsis aufgrund eines negativen Nachweises 
der o.g. Antikorper. 

Als Entztindungen (Inf lammationen) werden ganz allgemein 
bestimmte physiologische Reaktionen eines Organismus auf 
verschiedenartige aufiere Einwirkungen wie z.B. Verletzungen, 
Verbrennungen, Allergene, Infektionen durch Mikroorganismen 
wie Bakterien, Pilze und Viren, auf Fremdgewebe, die Absto- 
Eungsreaktionen auslosen, oder auf bestimmte entzundungsaus- 
losende endogene Zustande des Korpers, z.B. bei Autoimmuner- 
krankungen und Krebs, bezeichnet . Entztindungen konnen als 
harmlose, lokal begrenzte Reaktionen des Korpers auftreten, 
sind jedoch auch typische Merkmale zahlreicher ernster 
chronischer und akuter Erkrankungen von einzelnen Geweben, 
Organen, Organ- und Gewebsteilen. 

Lokale Entztindungen sind dabei meist Teil der gesunden 
Immunreaktion des Korpers auf schadliche Einwirkungen, und 
damit Teil des lebenserhaltenden Abwehrmechanismus des 
Organismus. Wenn Entziindungen jedoch Teil einer fehlgeleite- 
ten Reaktion des Korpers auf bestimmte endogene Vorgange wie 
z.B. bei Autoimmunerkrankungen sind und/oder chronischer 
Natur sind, oder wenn sie systemische AusmaKe erreichen, wie 
beim systemischen Inf lammationssyndrom (Systemic Inflammato- 
ry Response Syndrome, SIRS) oder bei einer auf infektiose 
Ursachen zuriickzufuhrenden schweren Sepsis, geraten die fur 
Entziindungsreaktionen typischen physiologischen Vorgange 
auEer Kontrolle und werden sum eigent lichen, haufig lebens- 
b d r o h 1 i. c n s n ~* x ~ir ?. n }- n <~ its ~= s c n^n . 
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Es ist heute bekannt, dass die Entstehung und der Verlauf 
von entzundlichen Prozessen von einer be tracht lichen Anzahl 
von Substanzen, die uberwiegend proteinischer bzw. peptidi- = 
scher Natur sind, gesteuert werden bzw. von einem mehr oder 
weniger zeitlich begrenzten Auftreten bestimmter Biomolekiile 
begleitet sind. Zu den an Entzundungsreaktionen beteiligten 
endogenen Substanzen gehoren insbesondere solche, die zu den 
Cytokinen, Mediatoren, vasoaktiven Substanzen, Akutphasen- 
proteinen und/oder hormonellen Regulatoren gezahlt werden 
konnen. Die Entzundungsreaktion stellt eine komplexe physio- 
logische Reaktion dar, an der sowohl das Entztindungsgesche- 
hen aktivierende endogene Substanzen (z.B. TNF-a, Inter- 
leukin-1) als auch desaktivierende Substanzen (z.B. Inter- 
leukin-10) beteiligt sind. 

Bei systemischen Entziindungen wie im Falle einer Sepsis bzw. 
des septischen Schocks weiten sich die entzundungsspezif i- 
schen Reaktionskaskaden unkontrolliert auf den gesamten 
Korper aus und werden dabei, im Sinne einer uberschieSenden 
Immunantwort, lebensbedrohlich. Zu den der einschlagigen 
verof fentlichten Literatur entnehmbaren Kenntnissen uber das 
Auftreten und die mogliche Rolle einzelner Gruppen endogener 
entziindungsspezifischer Substanzen wird beispielsweise 
verwiesen auf A.Beishuizen, et al., "Endogenous Mediators xn 
Sepsis and Septic Shock", Advances in Clinical Chemistry, 
Vol.33, 1999, 55-131; und C.Gabay, et al . , "Acute Phase 
Proteins and Other Systemic Responses to Inflammation", The 
New England Journal of Medicine, Vol.340, No. 6, 1999, 448- 
454. Da sich das Verstandnis von Sepsis und verwandten 
systemischen entzundlichen Erkrankungen , und damit auch die 
anerkannten Def initionen, in den letzten Jahren gewandelt 
haben, wird aufierdem verwiesen auf K.Reinhart, et al., 
"Sepsis und septischer Schock" , in: Intensivmedizin, Georg 
Thieme Verlag, Stuttgart. New York, 2001, 756-760; wo eine 
moderne Definition des Sepsis-Begrif f es gegeben wird. Im 
Rahmen der vorliegenden Anmeldung werden die Begriffe Sepsxs 
bzw. entziindliche Erkrankungen in Anlehnung an die Defini- 
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tionen verwendet, wie sie den genannten drei Literaturstel- 
len entnommen werden konnen. 

Wahrend wenigstens im europaischen Raum die durch eine 
positive Blutkultur nachweisbare systemische bakterielle 
Infektion lange den Sepsisbegrif f pragte, wird die Sepsis 
heute in erster Linie als systemische Entzundung verstanden, 
die infektiose Ursachen hat, als Krankheitsgeschehen jedoch 
groSe Ahnlichkeiten mit systemischen Entziindungen aufweist, 
die durch andere Ursachen ausgelost werden. Dem genannten 
Wandel des Sepsis-Verstandnisses entsprechen Veranderungen 
der diagnostischen Ansatze. So wurde der direkte Nachweis 
bakterieller Erreger durch komplexe Uberwachungen physiolo- 
gischer Parameter und in j lingerer Zeit insbesondere auch 
durch den Nachweis bestimmter am Sepsisgeschehen bzw. am 
Entzundungsgeschehen beteiligter endogener Substanzen, d.h. 
spezifischer "Biomarker" , ersetzt bzw. erganzt. 

Eine eingefuhrte, als Sepsis -Biomarker besonders geeignete 
endogene Substanz ist Procalcitonin. Procalcitonin ist ein 
Prohormon, dessen Serum-Konzentrationen unter den Bedingun- 
gen einer systemischen Entzundung infektioser Atiologie 
(Sepsis) sehr hohe Werte erreichen, wahrend es bei Gesunden 
so gut wie nicht nachweisbar ist. Hohe Werte an Procalcito- 
nin werden aufierdem in einem relativ frxihen Stadium einer 
Sepsis erreicht, so dass sich die Bestimmung von Procal- 
citonin auch zur Fruherkennung einer Sepsis und zur fruhen 
Unterscheidung einer infektios bedingten Sepsis von schweren 
Entziindungen, die auf anderen Ursachen beruhen, eignet . Die 
Bestimmung von Procalcitonin als Sepsismarker ist Gegenstand 
der Veroffentlichung M.Assicot, et al . , "High serum procal- 
citonin concentrations in patients with sepsis and infec- 
tion", The Lancet, vol.341, No. 8844, 1993, 515-518/ und der 
Patente DE 42 27 454 C2 bzw. EP 0 656 121 Bl bzw. US 
5,639,617. In den letzten Jahren ist die Zahl der Veroffent- 
lichungen zum Thema Procalcitonin stark angestiegen. Stell- 
v-ercreceaci fur rmsammenf assero a ve ire r rent: I Ichunaen r.us 



jiingerer Zeit wird daher noch verwiesen auf W.Karzai et al., 
"Procalcitonin - A New Indicator of the Systemic Response to 
Severe infection", Infection, Vol. 25, 1997 , 329-334; und 
M.Oczenski et al . , "Procalcitonin: a new parameter for the 
diagnosis of bacterial infection in the peri -operative 
period", European Journal of Anesthesiology 1998, 15, 202- 
209; sowie ferner H.Redl, et al., "Procalcitonin release 
patterns in a baboon model of trauma and sepsis: Relation- 
ship to cytokines and neopterin" , Crit Care Med 2000, 
Vol.28. No. 11, 3659-3663; und H.Redl, et al . , "Non-Human 
Primate Models of Sepsis", in: Sepsis 1998; 2:243-253; und 
die darin zitierten weiteren Literaturstellen. 

Die Verftigbarkeit des Sepsismarkers Procalcitonin hat der 
Sepsisforschung starke Impulse gegeben, und es werden gegen- 
wartig intensive Anstre ngungen unternommen, weitere Biomar- 
ker zu finden, die die Procalcitonin-Bestimmung erganzen 
konnen und/oder zusatzliche Inf ormationen fur Zwecke der 
Feindiagnostik bzw. Dif f erentialdiagnostik zu liefern ver- 
mogen. Ergebnisse dieser Anstrengungen finden sich in zahl- 
reichen Patent anmeldungen der Anmelderin, und zwar in 
DE 198 47 690 Al bzw. WO 00/22439 sowie in einer Reihe von 
noch unveroffentlichten deutschen (DE 101 19 804.3 bzw. 
PCT/EP02/04219; DE 101 31 922.3; DE 101 30 985.6) bzw. 
europaischen Patentanmeldungen (EP 01128848.7; EP 
01128849.5; EP 01128850.3; EP 01128851.1; EP 01128852.9; 
EP 01129121.8; EP 02008840.7; und EP 02008841.5). Auf den 
Xnhalt der genannten Patente und Patentanmeldungen wird 
hiermit durch ausdriickliche Bezugnahme zur Erganzung der 
vorliegenden Beschreibung verwiesen. 

Da die bei Entzundungen gebildeten endogenen Substanzen Teil 
der komplexen Reaktionskaskade des Korpers sind, sind der- 
artige Substanzen aufierdem nicht nur von diagnostischem 
Interesse, sondern es wird gegenwartig auch mit erheblichem 
Auf wand versucht, durch Beeinf lussung der Entstehung und/- 
oder der Konzentration einzelner derartiger Substanzen 
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therapeutisch in das Entzundungsgeschehen einzugreif en, um 
die zum Beispiel bei Sepsis beobachtete systemische Aus- 
breitung der Entzundung moglichst fruhzeitig zu stoppen. In 
diesem Sinne sind nachweislich am Entzundungsgeschehen 
beteiligte endogene Substanzen auch als potentielle thera- 
peutische Targets anzusehen. Versuche, ansetzend an bestimm- 
ten Mediatoren des Entzundungsgeschehens dieses positiv 
therapeutisch zu beeinf lussen, sind beschrieben beispiels- 
weise in E.A.Panacek, "Anti-TNF strategies", Journal fiir 
Anasthesie und Intensivbehandlung; Nr. 2, 2001, 4-5; T.Ca- 
landra, et al . , "Protection from septic shock by neutraliza- 
tion of macrophage migration inhibitory factor", Nature 
Medicine, Vol.6, No. 2, 2000, 164-170; oder K.Garber, "Pro- 
tein C may be sepsis solution", Nature Biotechnology, 
Vol.18, 2000, 917-918. Angesichts der bisherigen eher ent- 
tauschenden Ergebnisse derartiger therapeutischer Ansatze 
besteht ein hohes Interesse daran, weitere moglichst entzun- 
dungs- bzw. sepsisspezif ische endogene Biomolekiile zu iden- 
tifizieren, die auch als therapeutische Targets neue Er- 
f olgsaussichten fur die Entzundungsbekampfung eroffnen. 

Bei alien oben bzw. in den genannten alteren Anmeldungen 
erwahnten Biomarkern handelt es sich physiologische Peptid- 
bzw. Proteinmolekule, die z.B. Enzymcharakter oder den 
Charakter von (Pro- ) Hormonen aufweisen oder definierte 
Zellbruchstiicke sind. Proteine vom Immunglobulin-Typ, ins- 
besondere vom IgG- und IgA-Typ, d.h. Antikorper, wurden 
bisher als diagnostisch relevante Biomarker fiir Sepsis, 
insbesondere eine bakteriell bedingte Sepsis, oder fiir eine 
besondere Gef ahrdungslage im Hinblick auf eine Sepsisent- 
stehung bzw. bei einer f ortschreitenden Sepsiserkrankung 
nicht diskutiert. 

Es ist eine Grundaufgabe der vorliegenden Erfindung, einen 
weiteren Sepsisparameter zu finden, der im Rahmen der Sep- 
sisdiagnostik und Sepsisverhutung bestimmt werden kann und 
p 9 f - die E 2_nl i ciing von Ma. S na hrne zi zuir :? c^eisvorircucnzncr und 
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Sepsisverhutung ermoglicht . 

Diese Aufgabe wird durch ein Verfahren gemafc Anspruch 1 und 
dessen bevorzugte Ausfiihrungsf ormen gema£ den Anspruchen 2 
bis 9 gelost. 

Von dem Verfahren der Anspruche 1 bis 9 leiten sich weitere 
Verfahren Z ur Gesundheitsvorsorge ab, die sich als Verfahren 
Z ur Kontrolle von Spenderblut und von exogenen Substanzen 
bezeichnen lassen und in den Anspruchen 10 und 12 und den 
darauf zuruckbezogenen Anspruchen 11 und 13 zusammengef aSt 

sind. 

Weitere Ausfuhrungsf ormen der vorliegenden Erfindung ergeben 
sich aus den nachf olgenden Erlauterungen und Beispxelen. 

Die vorliegende Erfindung beruht, allgemexn gesprochen, auf 
der auSerordentlich uberraschenden Feststellung, dass exn 
bestimmter, an sich aus anderen zusammenhangen bekannter 
A ntik6rper bzw. Autoantikorper , soweit derzext 
uberprufbar war, in getesteten Seren von Sapsxspa xenten m 
auSerordentlicher Haufigkeit diagnostisch signxfxkant erhoht 
gefunden wird, wahrend der gleiche Antikorper bex gesunden 
Lalpersonen nicht oder nur in deutlich geringeren Mengen 
nachweisbar ist. Die Serumproben von Sepsispatienten xn 
denen der Antikorper signifikant erhoht gefunden wurde, 
waren zu einem erheblichen Teil bereits kurz nach exnem Sep- 
sisrisiko-Ereignis (z.B. etwa 2h nach z.B. einer Operatxon, 
einem Unfall, einer Verbrennung) von Patienten gewonnen 
worden, die erst spater die vollen Symptome einer Sepsxs 
entwickelten. Das Auftreten von spezifischen Antikorpem mxt 
einer hohen Sensitivitat (richtiger Erkennung von Proben von 
Sepsispatienten) zu einem derartige fruhen Zeitpunkt der 
Sepsisentwicklung war sehr uberraschend und hat wichtxge 
Konsequenzen im Hinblick auf die Entstehung derartxger 
Antik6rper und die negative Rolle, die sie im Rahmen exnes 
Sepsisgeschehens spielen bzw. spielen konnen. Darauf wxrd 



weiter unten noch genauer eingegangen werden. 

Durch die erfindungsgemafie Bestimmung von anti~Asialo-G M1 - 
Antikorpern und damit kreuzreagierenden, d.h. an Asialo-G M1 
bindenden, Gangliosidantikorpern wird es gemaS der vorlie- 
genden Erfindung moglich, bei Sepsisrisikopatienten mit 
hoher Zuverlassigkeit eine Anfalligkeit fur eine Sepsis - 
entwicklung im Sinne einer erhohten individuellen Gefahr- 
dungslage oder eine akute Gefahrdung durch eine sich bereits 
entwickelnde Sepsis zu erkennen. Gleichzeitig werden bei 
einem negativen Ergebnis der Antikorperbestimung solche 
Patienten identif iziert , bei denen eine derartige erhohte 
Gefahrdung nicht besteht bzw. keine Sepsisentwicklung einge- 
setzt hat. 

Soweit der bestimmte Antikorper auch bei einigen speziellen 
anderen Erkrankungen in erhohten Konzentrationen auftritt, 
ist in der Regel eine korrekte Interpretation der Mefiergeb- 
nisse fur die Zwecke der Sepsisdiagnostik unter Berucksich- 
tigung zusatzlicher klinischer Befunde und der Vorgeschichte 
eines Sepsisrisikopatienten ohne grofiere Schwierigkeiten 
moglich. Das gilt sowohl fur die bekannten Neuropathien, bei 
denen anti-Gangliosid-Antikorper gefunden werden, als auch 
fur Krebspatienten, bei denen derartige Antikorper ebenfalls 
im Normalfalle erhoht sind. Die Erhohung von anti-Ganglio- 
sid-Antikorpern in den Seren Krebspatienten ist Gegenstand 
der etwas alteren, unverof f entlichten Patent anmeldung EP 
02009884,4 der Anmelderin, worin nachgewiesen wird, dass die 
gleichen Antikorper, die im Rahmen des erf indungsgemafien 
Verfahrens zur Sepsisdiagnose bestimmt werden, auch als 
universelle Biomarker fur maligne neoplastische Erkrankungen 
nahezu beliebiger Art dienen konnen. Auf den gesamten Inhalt 
der genannten alteren Anmeldung und der dazu parallelen, 
therapeutische Aspekte betreffenden Patent anmeldung EP 
02009882.8 wird, insbesondere was die allgemeinen Erlaute- 
rungen su Gangliosiden und zur vorbekannten Rolle von anti- 
Oanal io^ id - An c ikor^eru snaahc. ^ar Era^nzuna der Ausruhxrun- 
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gen in der vorliegenden Anmeldung ausdriicklich verwiesen. 

Wie weiter unten noch dargelegt werden wird, besteht ferner 
Grund zu der Annahme, dass die bei Sepsis - wie auch bei 
malignen Neoplasmen, vgl. EP 02009884.4 und EP 02009882-8 - 
signif ikannt erhoht gefundenen ant i -As ialo-G M1 -Antikorper und 
darait kreuzreagierenden Antikorper im Rahmen sowohl einer 
Sepsis als auch der Krebsentstehung durch eine negative 
Beeinf lussung der normalen Immunreaktion eine raoglicherweise 
entscheidende krankheitsf ordernde Rolle spielen, und zwar im 
Sinne einer Zerstorung oder Hemmung/Desaktivierung der 
"Naturliche Killerzellen" (NK-Zellen) genannten cytotoxi- 
schen Lymphozyten, die ein wichtiges Glied der Immunantwort 
sind. 

Es ist daher wichtig, einem Patienten derartige Antikorper 
nicht ungewollt von aufien, z.B. mit der Verabreichung von 
Spenderblut, zuzufiihren und ferner solche Faktoren aus dem 
menschlichen Umfeld zu ermitteln, die zu einer Sensibilisie- 
urng im Hinblick auf die Bildung derartiger anti-Asialo- 
Antikorper in normalen Personen fuhren konnen . Daraus erge- 
ben sich weitere, nachfolgend erlauterte Aspekte der vor- 
liegenden Erfindung, namlich einerseits die Bestimmung 
derartiger Antikdrper zur Kontrolle von Blutkonserven bzw. 
in Spenderblut zum Zweck eines Blutkonserven- Screenings 
(Blutbanken-Screenings) , andererseits die Testung von sub- 
stanzgebundenen Umwelt faktoren auf ihre potentielle Fahig- 
keit, die Entstehung dieser Antikdrper durch molekulare 
Mimikry hervorzuruf en. 

Die vorliegende Erf indung betrifft daher in weiteren Aspek- 
ten auch Verfahren zur Best immungen von anti-Asialo-G M1 - 
Antikorpern und damit kreuzreagierenden Antikorpern, bei 
denen diese nicht in Patientenseren zur Sepsis- oder Krebs- 
diagnose bestimmt werden, sondern zur Kontrolle von Spender- 
blut , z.B. in Blutkonserven, bestimmt werden, urn die Immun- 
reaktion eines Patienten, dem dieses Blut zugefuhrt wird, 
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nicht zu schadigen, und zwar durch Inaktivierung seiner NK- 
Zellen ixnd Storung ihrer Funktion. Eine solche Bestimmung 
unterscheidet sich nicht grundsatzlich von einer Bestimmung 
der gleichen Antikorper in einer Blutprobe (Serumprobe) 
eines Patienten, lediglich die Herkunft der Blutprobe und 
der Zweck der Durchfuhrung der Bestimmung (Screening) sind 
andere . 

Wie nachfolgend ebenfalls noch kurz erwahnt wird, ist be- 
reits bekannt, dass in einem Menschen die Bildung von mit 
Gangliosiden wie G M1 reaktiven Antikorpern auch durch eine 
bakterielle Exposition (z.B. Infektionen mit Campylobacter 
jejuni oder auch Helicobacter pylori) ausgelost werden kann 
(vgl. die entsprechenden Ausfiihrungen in der alteren Anmel- 
dung EP 02009884.4 und die darin genannte Literatur) . Es ist 
daher davon auszugehen, dass weitere molekulare Strukturen 
existieren, die dem Kohlenhydrat-Teil von Gangliosiden 
ahneln und daher auf ahnliche Weise wie die genannten Bakte- 
rien durch molekulare Mimikry bei Menschen potentiell eine 
Bildung von ant i-AG M1 -Antikorpern bzw. damit kreuzreagieren- 
den Antikorpern veranlassen konnen, in der menschlichen 
Umwelt in verschiedenster Form vorkommen konnen. Es ist 
daher eine weitere Aufgabe, die sich aus den in dieser 
Anmeldung und in den genannten alteren Anmeldungen der 
Anmelderin beschriebenen diagnostischen Ergebnissen ablei- 
tet, ein Verfahrenzu schaffen, das es ermoglicht, Gangliosi- 
de, insbesondere Asialo-G M1 , vortauschende Substanzen in der 
Umwelt als solche zu identif izieren und dadurch eine anson- 
sten moglicherweise nicht f eststellbare Gef ahrlichkeit der- 
artiger Substanzen fur die menschliche Gesundheit zu ermit- 
teln. 

Diesem Zweck kann eine Screening- Verfahren dienen, bei dem 
man als derartige Substanzen in Betracht kommende Substanzen 
mit einem Assay-System aus ant i-AG M1 -Antikorpern und spezifi- 
schen Bindern dafiir, z.B. AG M1 in immobilisierter Form, in 

*~ontaJrc brirtcrc und den sich als f.c-mpe t it icn SuS:*— dsn Rin- 
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fluiS der zu testenden Substanzen auf die Bindung der anti- 
AG M1 -Antikorper an ihren im Assay verwendeten spezif ischen 
Binder ermittelt . In einen solchen Test konnen als Quelle 
fur ant i-AG M1 -Antikorper z.B. direkt Seren von Patienten, fur 
die hohe Antikorper-Titer gemessen wurden, eingesetzt wer- 
den, und die relative kompetitive Beeintrachtigung der 
spezifischen Bindung an den spezifichen Binder kann auf im 
wesentlichen gleiche Weise bestimmt werden wie bei der 
Bestimmung der Antikorper in einem Serum oder in einer 
Blutprobe, nur dass der Reaktionsmischung zusatzlich eine zu 
testende Fremdsubstanz zugesetzt wird und das erhaltene 
Ergebnis mit einem Bezugswert fur die substanzf reie Reak- 
tionsmischung verglichen wird. Unter diesem Aspekt betrifft 
die vorliegenden Erfindung somit auch ein Verfahren, das als 
Verfahren zum Umwelt screening angesehen werden kann. 

Nachfolgend werden die Auff indung des erf indungsgemaSen 
Verfahrens fur die Sepsisdiagnose unter Presentation der 
diesem Verfahren zugrundeliegenden Mefiwerte sowie eine 
derzeit bevorzugte Art seiner praktischen Durchfuhrung noch 
in naheren Einzelheiten erlautert . 

AnschlieSend werden eine Deutung und ex-post-Plausibilisie- 
rung des erf indungsgemaBen Verfahrens im Lichte wissenschaf- 
tlicher Verof f entlichungen, die mit dem Gegenstand der 
vorliegenden Erfindung in einen Zusammenhang gebracht werden 
konnen, gegeben, die zeigen, dass die erf indungsgema.fi be- 
stimmten anti-Gangliosid-Antikorper bzw. Autoantikorper, 
insbesondere anti-AG M1 -Antikorper und damit kreuzreagierende 
Antikorper, fur das Sepsisgeschehen, insbesondere fur die 
Entstehung einer Sepsis und deren Verlauf , aufgrund ihres 
Einflusses auf die Funktion der NK-Zellen eine entscheidende 
Rolle spielen, woraus sich einerseits Hinweise auf neue 
therapeutische Ansatze zur Sepsispravention, Sepsishemmung 
sowie ggf . Sepsistherapie ergeben und woraus sich die be- 
reits erwahnten weiteren praventiven Aspekte der vorliegen- 
den Erfindung ableiten lassen. 
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Die vorliegende Erfindung ist ein Ergebnis der intensiven 
Forschungen der Anmelderin auf dem Gebiet der klinischen 
Diagnose von Autoimmunerkrankungen und der Sepsis, Die 
Forschungen gingen ira vorliegenden Fall aus von der bekann- 
ten Erkenntnis, dass zu den Antik6rpern / die in der Lite- 
ratur im Zusammenhang mit Autoimmunerkrankungen, insbeson- 
dere nervenschadigenden, neuropathischen Autoimmunerkrankun- 
gen, diskutiert werden, auch bestimmte Anti-Gangliosid- 
Antikorper gehoren. 

Ganglioside sind Glykolipide, die Bestandteile der extrazel- 
lularen Seite der Plasmamembran tierischer Zellen sind und 
als solche auch im Nervengewebe auf treten . Sie enthalten pro 
Mol mehrere Monosaccharid-Einheiten, jedoch keinen Phosphor - 
Gehalt und werden den Sphingolipiden zugeordnet . Verglichen 
mit Proteinen sind sie eher niedermolekulare Biomolekule. 
Die Ganglioside, an die die im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung diskutierten Antikorper binden, sind in erster 
Linie das in der vorliegenden Anmeldung als AG M1 abgekurzte 
Asialo-G M1 und das als G M1 abgekurzte zugehorige Monosialo- 
Gangliosid, fur das die Anmelderin zeigen konnte, dass die 
in Seren gefunden Antikorperpopulationen wenigstens zu 
uberwiegenden Teilen selektiv von beiden Gangliosiden (AG^ 
und/oder G M1 ) gebunden werden. G M1 ist ein Gangliosid, das 
eine Polysaccharidkette aus 4 Zucker-Monomereinheiten auf- 
weist, die zwei D-Galactoseeinheiten, eine N-Acetylgalacto- 
samin- und eine D-Glucoseeinheit umfassen, wobei letztere an 
einen sogenannten Ceramidteil gebunden ist . An die innerhalb 
der Polysaccharidkette angeordnete D-Galactoseeinheit ist 
bei dem Gangliosid G M1 ein N-Acetylneuraminsaurerest (NANA; 
Sialsaure- oder o-Sialinsaurerest ; "Monosialo" -Rest ) gebun- 
den, der bei dem sialinsauref reien Asialo-G M1 (AG M1 ) f ehlt . 

Die genannten Ganglioside und verwandte Verbindungen werden 
mit zahlreichen wichtigen biologischen Funktionen des 
menschlichen Korpers in Zusammenhang gebracht, su denen z.B. 
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torenfunktionen und Beteiligungen an verschiedenen Immun- 
reaktionen des Kdrpers sowie an der Signaltransduktion und 
Zell-Zell-Erkennung gehoren. Nahere Einzelheiten finden sich 
z.B. in den in der Literaturliste zu der bereits genannten 
alteren Anmeldung EP 02009884.2 aufgefuhrten Verof fentli- 
chungen . 

Es ist seit langem bekannt, dass im menschlichen Korper 
Antik6rper bzw. Autoant ikorper auftreten konnen, die an die 
genannten und verwandte Ganglioside binden. Die physiologi- 
sche Rolle derartiger Antikorper sowie ihre eyentuelle 
Bedeutung fur die klinische Diagnostik ist Gegenstand zahl- 
reicher wissenschaf tlicher Untersuchungen. 

Der weitaus iiberwiegende Teil aller verof f entlichten Arbei- 
ten befafit sich mit der Rolle und der diagnostischen Signi- 
fikanz von Anti-Gangliosid-Antikorpern bei Neuropathien, 
z.B. bei immunvermittelten motorischen Neuropathien wie dem 
Guillain-Barre -Syndrom (Radikuloneuritis , Polyradikulitis) 
und dem verwandten (Miller- ) Fisher- Syndrom. Auch im Zusam- 
menhang mit der Alzheimer-Erkrankung wurde bereits von einem 
vermehrten Auftreten von Anti-Gj^ -Autoant ikorpern bei einigen 
Patienten berichtet . Ferner wurden sie auch bei einzelnen 
HIV-Patienten gefunden. Versuche ihrer Bestimmung im Zusam- 
menhang mit bestimmten Krebsarten hatten nur wenig aussage- 
kraftige, widerspruchliche Ergebnisse bzw. Ergebnisse mit 
einer niedrigen Sensitivitat geliefert, bevor die Anmelderin 
eigene Untersuchungen durchfiihrte, deren Ergebnisse in den 
genannten unveroff entlichten alteren Patentanmeldungen EP 
02009884.4 und EP 02009882.1. niedergelegt sind. 

Studiert man die einschlagigen wissenschaf t lichen Verof fent- 
lichungen zum Thema "Bestimmung von anti-Gaiigliosid-Antikor- 
pem" genauer, f&llt bei aller Ahnlichkeit vieler Beobach- 
tungen auf , dass die Befunde und Aussagen beziiglich der zu 
beobachtenden Mengen - die in der Regel eher gering sind - 
und Typen der verschiedenen (Auto) -Antikorper bei den ver- 
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schiedenen Patienten und Krankheitszustanden im einzelnen 
relativ stark voneinander abweichen. Das fiihrte bereits zu 
dem Schluss, dass die Bestimmung derartiger Antikorper fur 
die klinische Diagnostik nur von einem begrenzten bis zwei- 
felhaften Wert sei (vgl . z.B. Michael Weller et al . , Gan- 
glioside antibodies: a lack of diagnostic specif ity and 
clinical utility? J Neurol (1992) 239:455-459). 

Die Anmelderin verrautete jedoch, dass der Grund fur die z.T. 
erheblich divergierenden Literaturdaten im Methodologischen 
liegen konnte und dass moglicherweise aufgrund systemati- 
scher Fehler der angewandten MeiSmethoden bisher noch keine 
wirklich zuverlassigen, aussagekraf tigen und konsistenten 
Ergebnisse erhalten werden konnten. Die meisten der Bestim- 
mungen, deren Ergebnisse verof f entlicht wurden, betrafen 
Patienten mit neurologischen Storungen und wurden mit Immu- 
noassays vom ELISA-Typ durchgef uhrt , die so gestaltet waren, 
dass man mit einer Festphase arbeitete, an die -teilweise 
von den Autoren selbst aus biologischem Material gewonnene - 
Ganglioside gebunden waren. Diese Festphase wurde mit der 
flussigen biologischen Probe umgesetzt, in der die zu be- 
st immenden Antikorper vermutet wurden. Nach der jeweils 
gewahlten Inkubationszeit , einer Fest-Flussig-Trennung und 
einem Waschen der Festphase wurden dann an diese gebundene 
humane Antikorper unspezifisch mit enzymmarkierten tieri- 
schen ant i -human- lg-Antikorpern markiert und bestimmt. 

Ein Assay der genannten Art ist bei seiner Anwendung auf die 
Bestimmung von Anti-Gangliosid-Antikorpern aufierordentlich 
anfallig fur Storungen und Messfehler und kann nur bei 
sorgfal tiger Standardisierung und Normierung zuverlassige, 
reproduzierbare Ergebnisse lief em. Eine der Ursachen daftir 
ist, dass die Qualitat der Festphase, die durch Immobilisie- 
irung der relativ niedermolekulargewichtigen Ganglioside 
erhalten wird, anfallig fur starke Schwankungen ist. Das ist 
teilweise dadurch begrundet, dass vor der Urns et sung mit der 
-iussiyen Probe vestlichc Jzraie Eindu~=r^:ara-it:" tep <-w 
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Festphase abgesattigt werden mussen. Hierzu wird in der . 
Regel Rinderserumalbumin, d.h. ein Protein verwendet . Dieser 
Schritt fuhrt jedoch dazu, dass die unspezif ische Bindung 
anderer Proteine, z.B. solcher vom IgG-Typ, aus der Probe 
sehr hoch wird, was zu einem starken Hintergrundsignal 
fuhrt:, vor dem die zu bestimmenden Antikorper bestimmt 
werden mussen. 1st jedoch die Empf indlichkeit eines Assays 
nicht sehr hoch - was bei Assays von ELISA- Typ in der Regel 
der Fall ist - k6nnen sich Hintergrundsignal und Messsignal 
so stark iiberlagern, dass unrichtige (falsch negative bzw. 
falsch positive) bzw. nicht zuverlassig reproduzierbare 
Messergebnisse erhalten werden. 

Zu den verschiedenen angewandten Assaymethoden und den 
systematischen und praktischen Problemen bei der Anwendung 
derartiger Methoden auf die Bestimmung von anti-Gangliosid- 
Antikorpern kann z.B. verwiesen werden auf: Einar Bech et 
al., ELISA- Type Titertray Assay of IgM Anti-GMl Autoantibo- 
dies, Clin.Chem. 40/7, 1331-1334 (1994); Alan Pestronk, MD 
et al., Multifocal motor neuropathy: Serum IgM anti-GMl 
ganglioside antibodies in most patients detected using 
covalent linkage of GM1 to ELISA plates, Neurology 1997, 
49:1289-1292; Mepur H. Ravindranath et al . , Factors affec- 
ting the fine specif ity and sensitivity of serum antigang- 
lioside antibodies in ELISA, J . Immunol .Methods 169 (1994) 
257-272; Armin Alaedini et al . , Detection of anti-GMl Gan- 
glioside Antibodies in Patients with Neuropathy by a Novel 
Latex Agglutination Assay, J. Immunoassay, 21(4), 377-386 
(2000); Armin Alaedini et al . , Ganglioside Agglutination 
Immunoassay for Rapid Detection of Autoantibodies in Immune- 
Mediated Neuropathy, J. Clin. Lab. Anal . 15:96-99, 2001. Ins- 
besondere Mepur H. Ravindranath et al . , beschreiben in der 
genannten Verof f entlichung ausfuhrlich einige der Grund- 
probleme der praktischen Anti-Gangliosid-Antikdrperbestim- 

mung. 

Angesichts dieser Ausgangslage hatte sich die Anmelderin 
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entschieden, das Problem der reproduzierbaren Bestimmung von 
anti-G M1 - bzw. anti-AG M1 -Antikdrpern und ihrer diagnostischen 
Signifikanz z.B. bei Alzheimer-Patienten auf zugreifen und 
dabei die bei ihr als Produzentin von Assays fur die klini- 
sche Diagnostik von Autoantikorpern vorhandenen besonderen 
Erfahrungen und Mittel zu nutzen. Fur die interne Forschung 
entwickelte sie unter Einhaltung aller ublichen Qualitats- 
standards Varianten einer verbesserten Modi fikat ion der 
vorbekannten Antigangliosidassays . Die mit diesen verbes- 
serten Assays durchgefuhrten Messungen von an G M1 bzw. AG M1 
bindenden Antikorpern in Seren eines Vergleichskollektivs 
von Morraalpersonen (Blutspendern) ohne relevante klinische 
Krankheitsbefunde sowie . in Seren verschiedener Erkrankter 
lieferte, wie in den alteren Anmeldungen EP 02009884.4 und 
EP 02009882.8 beschrieben wird, einerseits das uberraschende 
Ergebnis, dass in alien der Anmelderin zur Verfiigung stehen- 
den Seren von krebskranken Patienten gegemiber Normalperso- 
nen hoch signifikant erhohte Titer fiir anti-G M1 - bzw. anti- 
AG M1 -Antik6rper vom IgA sowie vom IgG-Typ, dagegen nicht votn 
IgM-Typ, gefunden wurden. Andererseits lieferten diese Mes- 
sungen das nicht weniger uberraschende Ergebnis, dass Ver- 
gleichbares auch fur die Anwesenheit der entsprechenden 
Antikorper in Seren von Sepsispatienten gilt. Die vorliegen- 
de Anmeldung beruht auf diesen letztgenannten Befunden und 
beschreibt technische Lehren, die sich daraus fur die Sep- 
sis- Prevention und -Therapie und die Gesundheitsvorsorge 
generell ergeben. 

Obwohl die nachfolgend genauer beschriebenen Brgebnisse mit 
einem bestimmten verbesserten Ligandenbindungsassay ("Immu- 
noassay") aus dem Labor der Anmelderin gewonnen wurden, ist 
die Nutzung der dabei gewonnenen Erkenntnisse nicht nur mit 
einem Assay des beschriebenen speziellen Formats moglich. Es 
wird vielmehr davon ausgegegangen, dass der nachfolgend be- 
schriebene konkrete Assay fiir die in Frage stehende Antikor- 
perbestimmung noch deutlich suboptimal ist, und dass kommer- 
•-tielle ^552^.? tur die iiirn i ache Bestimnunr vcn Ant i - *-anc?l io- 
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sid-Antikorpern, insbesondere von anti-AG M1 - und anti-G^- 
(Auto-) Antikorpern sich von dem beschriebenen Assay nach 
einer Optimierung in mehrfacher Hinsicht noch deutlich 
unterscheiden werden. 

Die Verfahren zur Bestimmung der genannten Antikorper ixi 
einer biologischen Probe konnen beliebige bekannte Verfahren 
der Immundiagnostik sein, die zum selektiven Nachweis und 
zur Messung der Mengen von Antikorpern (Autoantikorpern) 
angewandt werden. Vorzugsweise werden die Antikorper mit 
Hilfe eines Ligandenbindungsassays bestimmt, bei dem man als 
Antigen zur Bindung der gesuchten Antikorper das jeweilige 
Gangliosid in immobilisierter Form verwendet . Zur Markierung 
der aus einer biologischen Probe spezif isch gebundenen Anti- 
korper kann man dann auf irgendeine geeignete, an sich 
bekannte Weise markierte Anti-Human-Antikorper, markierte 
Gangliosidderivate oder deren Kohlenhydratstruktur simulie- 
rende Binder mit einer fur das jeweilige Assayformat ge- 
eigneten Affinitat verwenden. 

Auch kompetitive Assayformate konnen besondere Vorteile bie- 
ten. Vorzugsweise wird dabei nicht mit einer Enzymmarkierung 
gearbeitet, sondern es wird eine andere Markierung gewahlt , 
z.B. eine Markierung fur eine Chemilumineszenz-Nachweisreak- 
tion, z.B. ein Akridiniumester , Selbstverstandlich ist vor- 
zugsweise ein solcher Assay zur Antikorperbestimmung zu ver- 
wenden, der die benotigte hohe Sensitivitat im Bereich der 
vorkommenden Antikorper-Konzentrationen gewahrleistet und 
eine Separierung der Messignale vom Assay-Hintergrund er- 
moglicht . 

Das Bestimmungsverfahren kann ferner an die Chip-Technologie 
angepaSt sein oder als Schnelltest (Point-of -Care-Test) 
ausgestaltet werden, wobei es auch moglich ist, die erfin- 
dungsgemafie Antikorperbestimmung im Rahmen einer Multipara- 
meter-Bestimmung durchzuf uhren, bei der gleichzeitig minde- 
stens ein weiterer Sepsis- oder Inf ektionsparameter bestimmt 
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wird und bei der ein Messergebnis in Form eines Satzes von 
raindestens zwei MessgroSen gewonnen wird, der zur Feindia- 
gnostik der Sepsis oder Infektion genauer ausgewertet wird. 
Als derartige weitere Parameter sind solche anzusehen, die 
aus der Gruppe der teilweise bekannten oder in den o.g. 
alteren Patentanmeldungen der Anmelderin offenbarten Parame- 
ter ausgewahlt sind, d.h. der Gruppe, die insbesondere be- 
steht aus Procalcitonin, CA 125, CA 19-9, S100B, S100A- 
Proteinen, loslichen Cytokeratin-Fragmenten, insbesondere 
CYFRA 21, TPS und/oder loslichen Cytokerat in- 1- Fragment en 
(sCYlF) , den Peptiden Inflammin und CHP, Peptid-Prohormonen, 
der Glycin-N-Acyltransferase (GNAT) , der Carbamoylphosphat 
Synthetase 1 (CPS 1) und deren Fragmenten und dem C-reakti- 
ven Protein (CRP) oder Fragmenten aller genannten Proteine . 

Es kann dabei vorteilhaft sein, die Multiparameter-Bestim- 
mung als Simultanbestimmung mittels einer Chiptechnologie- 
Messvorrichtung oder einer immunchromatographischen Messvor- 
richtung durchzufuren, bei der die Auswertung des mit der 
Messvorrichtung gewonnenen komplexen Messergebnisses mit 
Hilfe eines Computerprogramms erf olgt . 

Zur Vermeidung von ungerechtf ertigt engen und einschrariken- 
den Auslegungen der in der vorliegenden Anmeldung und den 
zugehorigen Anspruchen verwendeten Begriffe sollen nachfol- 
gend einige der wichtigsten Begriffe fur die Zwecke der 
vorliegenden Anmeldung besonders definiert werden: 

"Antikorper" : Dieser Begriff umfafit, ohne zwischen ver- 

schiedenen Entstehungs- und Bildungsarten zu 
unterscheiden, Antikorper sowohl gegen exter- 
ne Antigene als auch gegen korpereigene 
Strukturen, d.h. Autoantikorper, wobei letz- 
tere ggf . auch durch Antigen-Kreuzreaktionen 
aus Antikdrpern gegen externe Antigene zu 
Autoantikorpern geworden sein konnen und ihre 
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wahrt haben konnen. 

Wenn z.B. davon gesprochen wird, dass ein 
Antikorper "an Gangliosidstrukturen und an. 
Gangliosidstrukturen simulierende Antigen- 
strukturen" bindet oder gegemiber "Gangliosi- 
den bzw. bestimmten Gangliosiden reaktiv" 
ist, wobei reaktiv "im Sinne einer spezifi- 
schen Bindung reaktiv" bedeutet, soil er 
durch diese Definition hinreichend definiert 
sein, ohne dass z.B. seine spezifische Bin- 
dung auch an zusatzliche andere antigene 
Strukturen, oder seine praktische Bestimmung 
unter Verwendung von Reagenzien (zur Immobi- 
lisierung bzw, Markierung bzw. als Kompetito- 
ren) mit molekularen Strukturen, die AG M1 , 
insbesondere dessen Kohlenhydratstuktur , nur 
simulieren, fur die Definition als erfin- 
dungsgemaBer Antikorper eine Rolle spielen 
sollen. 



mit anti-Asialo-G M1 -Antikdrpern kreuzrea- 
crierende Antikorper bestimmt werden sol- 
len/konnen f so sind damit in erster Li- 
nie Antikorper gemeint, die im Sinne 
einer Kreuzreaktion auf eine ver- 
gleichbare Weise an As ialo-G M1 - Struktu- 
ren, wie sie als Determinanten auf NK- 
Zellen zu finden sind, binden und damit 
bezuglich dieser NK-Zellen vergleichbare 
physiologische Wirkungen wie anti-Asia- 
lo-G M1 -Antikorper aufweisen konnen. 



ii 



kreu z r eagi er end " 



Wenn davon gesprochen wird, dass auch. 



"Gangliosid" Im Rahmen der vorliegenden Erfindung steht 

der Begriff "Gangliosid" bei der Kennzeich- 
nung des Bindungsverhaltens der zu bestimmen- 
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den Antikorper in erster Linie fur das Gan- 
glioside AG M1 . Der Begriff soil jedoch auch 
bisher noch nicht untersuchte verwandte Gan- 
glioside erfassen, z.B. fukosylierte Ganglio- 
side, wenn sich noch zeigt, dass auch an die- 
se Ganglioside bindende Antikorper mit einer 
vergleichbaren diagnostischen Signifikanz in 
Sepsisseren gefunden werden. 

"Assay" Dieser Begriff umfaGt beliebige fur eine Be- 

stimmung der fraglichen (Auto- ) Antikorper 
geeignete hoch sensitive Ligandenbindungsas- 
says, ohne dass eine Beschrankung auf ein 
bestimmtes Assayformat (Sandwichassay, kom- 
petitiver Assay, Agglutinationsassay) oder 
eine bestimmte Art der Markierung gewunscht 
wird. Es versteht sich, dass bestimmte Assay- 
formate und/oder Markierungen anderen uber- 
legen und daher bevorzugt sind (z.B. eine 
Chemi lumine s z enz - gegeniiber einer Enzymmar- 
kierung) . Die Verwendung eines gegeniiber dem 
nachfolgend konkret beschriebenen Assay ver- 
schlechterten oder verbesserten Assays soil 
jedoch nicht aus dem Bereich der Anspruche 
herausfuhren, wenn er den in der vorliegenden 
Anmeldung definierten diagnostischen Zwecken 
dient . 

"Sensitivitat 11 Eine hohe Sensitivitat bedeutet im Rahmen der 

vorliegenden Erfindung, dass die Antikorper 
bei mindestens 50%, besser 70%, vorzugsweise 
mindestens 85% und nach starker bevorzugt 
mindestens 95% aller Sepsispatienten gefunden 
werden. 

Weitere Begriff sbedeutungen ergeben sich fur den Fachmann 

ai'i: -ri-.sir :=inlEitend^n und r? = chfol -trend en Ees-chr-Eibui- a d:=.:r 
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Erf inciting und ihrer Ausf iihrungsbeispiele . 

in der nachf olgenden Beschreibung wird auf Figuren Bezug 
genommen, die zeigen: 

eine graphische Darstellung der Ergebnisse der 
Messung von Antikorpern der IgG-Klasse, die an 
Monosialo-G M1 binden, in Seren von 137 Kontroll- 
personen, gegenubergestellt den Ergebnissen der 
Vermessung von 89 Seren von Sepsispatienten; 

die Ergebnisse einer Vermessung der gleichen Seren 
wie in Fig. 1 auf Antikorper der IgA-Klasse, die 
an Monosialo-G M1 binden; 

die Ergebnisse der Bestiramung von Antikorpern der. 
IgG-Klasse, die an Asialo-G M1 binden, in Seren von 
30 Normalpersonen (Kontrollen) , gegeniibergestellt 
den Ergebnissen der Vermessung von 2 0 Seren von 
Sepsispatienten (alle Seren sind Teilkollektive 
der in den Figuren 1 und 2 vermessenen Seren) ; 

die Ergebnisse der Bestimmung von Antikorpern der 
IgA-Klasse, die an Asialo-Gj,,! binden, in den glei- 
chen Seren wie in Fig. 3; 

Ant ikorper-Bes timmungen : 

1. Herstellung der Assaykomponenten: 

A. Herstellung von Testrohrchen (Coated Tubes; CT) 

Es wurden drei Arten von TestrShrchen hergestellt: (a) Te- 
strohrchen, an die die Ganglioside G M1 bzw. AG m gebunden 
waren, sowie (b) Testrohrchen mit einer BSA-Beschichtung zur 
Bestimmung des probenindividuellen Hintergrundsignals . 



Fig. 1 



Fig. 2 



Fig. 3 



Fig. 4 
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a) Zur Herstellung der gangliosidbeschichteten Testrohr- 
chen (GA-CTs) wurden die Ganglioside (G M1 und AG M1 , jeweils 
bezogen von der Fa, Sigma, Deutschland) in Methanol gelost 
und anschlieSend in PBS (phosphatgepuf f erte Salzlosung) , pH 
7,2, 25% Methanol, auf eine Konzentration von 5/xg/ml ver- 
dunnt. Von dieser Losung wurden jeweils 300 /xl in Polysty- 
rolrohrchen (Polystyrolrohrchen "Star" der Fa. Greiner, 
Deutschland) gegeben und bei Raumtemperatur fur 16h inku- 
biert . AnschlieSend wurde der Inhalt der Rohrchen durch 
Absaugen entfernt, und die Rohrchen wurden zur Absattigung 
freier Bindungsstellen mit 4,5 ml 0,5% BSA (bovines Serumal- 
bumin, proteasef rei , Fa. Sigma, Deutschland) in Wasser 
befullt und 2h bei Raumtemperatur inkubiert . Dann wurde der 
Rohrcheninhalt dekantiert, und die Rohrchen wurden mit 0,2% 
Tween, 10 mM Tris/HCl, 10 mM NaCl , pH 7,5 befullt und wieder 
dekantiert, AnschlieSend wurden die Rohrchen zur Antikorper- 
bestimmung eingesetzt. 

(b) Da Serumbestandteile an das zur Absattigung freier Bin- 
dungsstellen der Testrohrchenwand verwendete BSA binden, und 
der Grad einer solchen Bindung. bei unterschiedlichen Seren 
sehr unterschiedlich sein kann, ist es erf orderlich, fur 
jedes Serum getrennt ein probenindividuelles Hintergruhdsi- 
gnal zu bestimmen. 

Zu diesem Zweck wurden die gleichen Testrohrchen mit 4,5 ml 
0,5% BSA in Wasser befullt und 2h bei Raumtemperatur inku- 
biert. Dann wurde der Rohrcheninhalt dekantiert, und die 
Rohrchen wurden mit 0,2% Tween, 10 mM Tris/HCl, 10 mM NaCl, 
pH 7,5 befullt und wieder dekantiert. AnschlieSend wurden 
die Rohrchen (HR-CTs) zur Bestimmung des probenindividuellen 
Hintergrundsignals eingesetzt - 



B. Herstellung von Akridiniumester-markierten anti human - 
IgG bzw. anti human- IgA Antikorpern (Tracer) 
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II, Fa. Scant ibodies, USA) bzw. Ziegen anti human- IgA Anti- 
korper (af f initatsgereinigt ; Fa. Sigma, Deutschland), je- 
weils 2 mg/ml in PBS, pH 7,4, 100/^1 wurden mit je 10 /xl 
Akridinium-NHS- ester (Fa. Hoechst, Deutschland; 1 mg/ml in 
Acetonitril; vgl . DE 36 28 573 Al) gemischt und fur 20 min 
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zusatz von 300 fi± 20 mM 
Glycin, 50 mM NaCl, wurden die markierten Antikorper mittels 
Adsorptionschromatographie uber Hydroxylapatit-HPLC gerei- 
nigt. Als Trennsaule wurde eine HPHT-Saule (120 mm x 8 mm) 
verwendet, aquilibriert in Losemittel A (1 mM NaP0 4 , pH 7,0, 
10% Methanol, 0,1% Lubrol; »LM A"; Lubrol 17A17 wurde von 
der Fa. Serva, Deutschland bezogen) . Die Durchf lussgeschwin- 
digkeit betrug 0,8 ml /min. Gebundene Antikorper wurden 
mittels eines linearen 40 min-Gradienten aus 1M A/LM B (500 
mM NaP0 4 , pH 7,0, 10% Methanol, 0,1% Lubrol; "LM B") bei • 
einer Flussgeschwindigkeit von 0,8 ml/min eluiert . Der 
Saulenausf luss wurde kontinuierlich auf UV- Absorption bei 
280 nm (Protein) und 368 nm (Akridiniumester) vermessen. 
Nicht proteingebundener Akridiniumester wurden ungebunden 
aus der Saule eluiert und damit vollstandig von den markier- 
ten Antikorpern abgetrennt. Die Antikorper wurden bei ca. 25 
min eluiert. Nach der Bestimmung der Proteinkonzentration 
(BCA Methode) der HPLC-gereinigten markierten Antikorper 
erfolgte eine Verdiinnung der Tracer auf eine Endkonzentra- 
tion von 0,1 Mg/ml in PBS, pH 7,2, 1 rag/ml Ziegen- IgG (Fa. 
Sigma, Deutschland) und 1% BSA. 

2. Durchfiihrung der Bestimmung von anti-Gangliosid Anti- 
korpern 

Zu untersuchende Proben (Humanseren) wurden 1:20 mit PBS, pH 
7,2, 1 mg/ml Ziegen IgG, 1% BSA verdiinnt . Hiervon wurden 
jeweils 10 fil in GA-CTs bzw. HR-CTs pipettiert. AnschlieSend 
erfolgte eine 16h Inkubation unter Schutteln (IKA-Schiittler 
KS250 basic, 400 U/min) bei 4°C. 



Ungebundene Antikorper wurden durch Smaliges Bef iillen/Dekan- 
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tieren der Rohrchen mit 1 ml 0,2% Tween, lOmM Tris/HCl, 10 
mM NaCl, pH 7,5 entfernt. Auf den Rohrchenoberf lachen ver- 
bliebene Antikorper wurden durch Bindung markierter Ziegen 
anti human- I gG bzw. markierter Ziegen anti human- IgA nach- 
gewiesen, indem man die Rohrchen mit jeweils 2 00 fj.1 des 
jeweiligen Tracers (vgl. oben, l.B.) und anschlieSend fur 3h 
bei 4°C unter Schutteln inkubiert . Ungebundener Tracer wurde 
durch Smaliges Waschen (wie oben) entfernt. 

Die Menge des auf der Rohrchenoberf lache verbliebenen mar- 
kierten Antikorpers wurde mittels Lumineszenzmessung in 
einem Berthold LB.952T/16 Luminometer gemessen. 

Das fur GA-CTs erhaltene Lumineszenzsignal einer jeden Probe 
wurde dabei urn das mit den HR-CTs gemessene jeweilige Hin- 
tergrundsignal fur die gleiche Probe korrigiert . Das resul- 
tierende Signal (Dif f erenzsignal) ist das Signal fur an die 
Ganglioside G M1 bzw. AG M1 bindenden Antikorper aus der jewei- 
ligen Probe. Als relative Kalibratoren fur die Quantifizie- 
rung wurden Verdunnungsreihen von Proben mit einem hohen 
Gehalt an anti-Gangliosid-Antikorpern verwendet . 

3 . Vermessung von Seren von gesunden Normalpersonen (Kon- 
trollen) und Sepsispatienten 

Unter Verwendung der wie beschrieben hergestellten Testrohr- 
chen und unter Anwendung des oben beschriebenen Verfahrens 
wurden die folgenden Reihenmessungen vorgenommen: 

Kontroll seren : 

Als Kontrollseren fur die Antikorper-Bestimmungen unter 
Verwendung von GA-CTs, die mit G M1 beschichtet waren, dienten 
13 7 Kontrollseren (Blutspenderseren und - zur Vermeidung von 
Lebensalter-bedingten Einfliissen auf die Antikorperkonzen- 
trationen - Seren von Normalpersonen aus Pflegeheimen ver- 
& c h leci a rien Ax c ers unc i von. Mit ajc_t- sit e rn c'c r ?airr 31 1 it in * F G x? 
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die Antikorper-Bestimmungen unter Verwendung von GA-CTs, die 
tnit AG Ml beschichtet waren, wurde ein Teilkollektiv dieser 
Seren vermessen, das nur 30 Seren umf aSte . 



Tsatseren: 



Als Testseren fur die Antikorper-Bestimmungen unter Ver- 
wendung von GA-CTs , die mit beschichtet waren, dienten 89 
Seren von Sepsispatienten. Fur die Antikorper-Bestimmungen 
unter Verwendung von GA-CTs , die mit AG M1 beschichtet waren, 
dienten 20 Seren von Sepsispatienten (Teilkollektiv der o.g. 
89 Seren) . Zu jedem Testserum existierte eine klinische 
Dokumentation, die u.a. die Patienten-Vorgesohichte, den 
Zeitpunkt der Probennahme und den spateren Verlauf der Sep- 
siserkrankung betraf . 

Die Ergebnisse der Bestimmungen von Antikorpem der Klassen 
IgG und IgA unter Verwendung von GA-CTs, die mit G M1 be- 
schichtet waren, sind in den Piguren 1 und 2 gezeigt . 

Die Ergebnisse der Bestimmungen von Antikorpem der Klassen 
IgG und IgA unter Verwendung von GA-CTs, die mit AG M1 be- 
schichtet waren, sind in den Figuren 3 und 4 gezeigt. 

4. Diskussion der Befunde der Bestimmung von anti-Ganglio- 
sid-Antikorpern in Kontrollseren und in Seren von Sepsispa- 
tienten 

Wie die in den Figuren 1 bis 4 zusammengef assten Messergeb- 
nisse eindriicklich zeigen, ermoglicht die Bestimmung von 
Antikorpem der Klassen IgA und/oder IgG, die an Ganglioside 
(AG M1 und/oder G M1 ) binden, ein klare Unterscheidung der 
Kontrollgruppe von den Sepsispatienten, indem in nahezu 
alien (82 von 89, d.h. 92%) der untersuchten Sepsisseren 
deutlich erhohte AG^- bzw. G M1 -Antik6rpertiter gefunden 
werden. Dabei scheint es, dass die Bestimmungen von IgA 
unter Verwendung von AG M1 -beschichteten Testrohrchen MeS- 
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ergebnisse mit der hochsten Sensitivitat (alle Sepsispatien- 
ten positiv) und Selektivitat (keine Erfassung von Nicht- 
Sepsispatienten als positiv) liefern (wobei allerdings 
einschrankend zu berucksichtigen ist, dass aus praktischen 
Grunden die Zahl von nur 20 Bestimrnungen geringer war als im 
Falle der 8 9 Bestimrnungen unter Verwendung von G M1 -beschich- 
teten Rohrchen) . 

Es ist ferner von Bedeutung, dass bei einem Versuch, analog 
zu den Bestimrnungen von Antikorpern vom IgG- und IgA-Typ 
auch entsprechende Antikorper vom IgM-Typ zu bestimmen, in 
den Sepsisseren keine diagnostisch relevant erhohten Spiegel 
fur Antikorper vom IgM-Typ gefunden wurden (Ergebnisse nicht 
gezeigt) . 

Der Nachweis von deutlich erhohten Konzentrationen von Anti- 
korpern vom IgA und IgG-Typ auch in Patienten-Serumproben, 
die nur kurze Zeit (etwa 2h) nach dem "Sepsisrisiko-Ereig- 
nis" (z.B. Operation, Unfall, Verbrennung) gewonnen worden 
waren, sowie der mangelnde Nachweis von Antikorpern vom IgM- 
Typ, schlieSen es aus, dass die nachgewiesenen Antikorper 
erst infolge des " Sepsisrisiko-Ereignisses " bzw. einer damit 
verbundenen bakteriellen Infektion gebildet wurden. Das 
bedeutet aber, dass die Antikorper bei dem jeweiligen Sepsi- 
spatienten entweder schon vorher vorhanden waren und/oder 
dass die durch das Sepsis -Risikoereignis ausgelost Aktivie- 
rung des vorsensibilisierten Immunsystems des Patienten in 
der Art eines "Booster" -Effekts eine intensive Antikorper - 
produktion ausgelost hat. 

Die Tatsache, dass die AG M1 - bzw. G M1 -Antikorper in im we- 
sentlichen alien vermessenen Sepsisseren (92%) deutlich 
erhoht gefunden wurden, ist daher so zu interpretieren, dass 
die Ausbildung einer Sepsis entweder ursachlich mit dem 
vorherigen Vorhandensein der fraglichen Antikorper bei dem 
jeweiligen Patienten verkniipft ist oder wenigstens die Folge 

il\ j^LL—x £Jlt ivic ±1 XI nor p» r n "rrrn in- •== t n a - \ r.-. h .=.-r-.^,~ f-» .-,->-, -a ~ _ -r >. • 
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sierung bei dem Patienten bereits vorhandenen "molekularen 
Maschinerie" (in Form von B-Zellen) ist, die unter dem 
EinfluS des "Sepsisrisiko-Ereignisses" bzw. einer damxt 
verbundenen Infektion ihre intensive Antikorperproduktion 
aufnimmt. Patienten ohne diese Antik6rper bzw. die zu ihrer 
raschen Erzeugung erf orderlichen Vorsensibilisierung ent- 
wickeln nach Mafcgabe der bisherigen experimented Befunde 
eine Sepsis wahrscheinlich gar nicht oder nur erschwert . 

Die beobachteten Befunde konnen plausibel gemacht werden: Es 
ist bekannt, dass die sogenannten "naturlichen Killerzellen 
(NK-Zellen; cytotoxisch aktive Lymphozyten) an ihrer Ober- 
flache Asialo-G M1 -Strukturen aufweisen, an die antx-AG M1 -An- 
tikorper spezif isch binden konnen und dadurch die NK-Zellen 
desaktivxeren. So kann darauf verwiesen werden, dass es auf 
dem Gebiet von Tierexperxmenten, bei den mit Versuchstxeren 
gearbeitet wird, bei denen kunstlich Tumoren erzeugt werden 
sollen, ublich ist, durcb Gabe von anti-AG M1 -Antikorpern xn 
Verbindung mit einem krebsausl6senden Karzinogen oder exnem 
Tumorkeim die Immunabwehr des Versuchstiers auszuschalten 
so dass sich der - im Tiermodell gewunschte - experxmentelle 
Krebs entwickeln kann (Hugh F. Press et al . , Role of Natural 
Killer Cells in Cancer, Nat Immun 1993; 12:279-292; Lewxs L . 
Lanier et al., Arousal and inhibition of human NK Cells, 
Xmmunological Reviews 1997, Vol. 155:145-154; Yoichi Fu^x et 
al IgG Antibodies to AsialoGMl Are More Sensxtxve than ZgM 
Anybodies to Kill in vivo Natural Killer Cells and Prema- 
tured Cytotoxic T Lymphocytes of Mouse Spleen, Mxcrobxol . Im- 
munol . Vol. 34(6), 533-542, 1990; N.Saijo et al . , Analyses 
of Metastatic Spread and Growth of Tumor Cells in Mice wxth 
Depressed Natural Killer Activity by Anti-asialo GM1 Anybo- 
dy or Anticancer Agents, J Cancer Res Clin Oncol (1984 107. 
157-163; Sonoku HABU et al . , Role of Natural Kiler Cells 
against Tumor growth in Nude Mice - A Brief Review, Tokax J 
Exp Clin Med., Vol.8, No. 5, 6: 465-468, 1983; Lewis L. 
Lanier NK Cell Receptors, Annu. Rev. Immunol. 1998, 16: 
359-93- Theresa L. Whiteside et al., The role of natural 
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killer cells in immune surveillance of cancer; Current 
Opinion in Immunology 1995, 7:704-710; Tuomo Timonen et al . , 
Natural killer cell- target cell interactions, Current Opi- 
nion in Cell Biology 1997, 9:667-673). 

Aktive NK-Zellen spielen jedoch eine auiSerordentlich wichti- 
ge Rolle im Rahmen der Immunabwehr des Menschen, auch bei 
Sepsis bzw. schweren bakteriellen Infektionen. So beschrei- 
ben z.B. Shuiui Seki et aL, in: Role of Liver NK Cells and 
Peritoneal Macrophages in Gamma Interferon and Interleukin- 
10 Production in Experimental Bacterial Peritonitis in Mice, 
Infection and Immunity, Vol. 66, No. 11, 1998, 5286-5294; 
die wichtige Rolle von NK-Zellen fur die Produktion von 
entzundungsf ordernden und ent zundungshemmenden Cytokinen. 
Sie zeigen, dass eine kiinstliche Ausschaltung der NK-Zellen 
unter experimentellem Einsatz von ant i-AG M1 -Antikorpern zu 
einer Inbierung der Produktion des ent zundungshemmenden 
Interf eron-Y f uhrt . Auch eine Auswirkungen von chirurgischem 
Stress und einer Endotoxin- induzierten Sepsis auf die NK- 
Zell-Aktivitat wurde bereits beschrieben, und zwar in: 
P. Toft et al . , in: The effect of surgical stress and endoto- 
xin-induced sepsis on the NK-cell activity, distribution and 
pulmonary clearance of YAC-1 and melanoma cells, APMIS 19 99; 
107:359-364. Ein moglicher Einfluss von physiologisch gebil- 
deten Antikorpern mit NK-Zell-Reaktivitat wird in keiner der 
genannten Arbeiten berucksichtigt . 

Der Nachweis von natiirlich vorkommenden ant i-AG M1 -Antikorpern 
und damit kreuzreagierenden anti-Gangliosid-Antikorpern, 
z.B. anti-G M1 -Antikorpern, und die erhohten Spiegel derarti- 
ger Antikorper in Seren von Sepsispatienten, bedeutet je- 
doch, dass derartige Antikorper eine bisher unberucksich- 
tigte Einf luKgroSe auf die infektions- bzw. entzundungs- 
spezifische Cytokinkaskade darstellen, indem sie in den 
naturlichen Cytokin-Regelkreis eingreifen und diesen durch 
Storung oder Ausschaltung der NK-Zellen veranlassen konnen, 
zu enraleisen unci clem Patliiitcn su einer ~ei~t ischen 
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Reaktion auszulosen. 

Da, wie bereits erlautert, die in Sepsisseren gefundenen 
anti-AG M1 -Antik6rper aufgrund ihrer Art und des Zeitpunkts 
ihres Auftretens nicht durch das akute sepsisauslosende 
Ereignis oder eine damit verbundene Neuinfektion entstanden 
sein konnen, sondern wenigstens als Anlage bereits vorhanden 
gewesen sein miissen, eignet sich die Bestimmung derartiger 
Antikorper auch zur Ermittlung der Gef ahr dungs 1 age und fur 
die Prognose bei einera Patienten, der als Sepsisrisikopa- 
tient einzustufen ist. 

Die gemessene hohe Sensitivitat macht die Bestimmung von 
anti-AG M1 -Antik6rpern und damit kreuzreagierenden anti-Gan- 
gliosid-Antikorpem, insbesondere von solchen der IgG- 
und/oder IgA-Klassen, daher zu einem vielversprechenden 
Bestimmungsverfahren fur die Sepsisdiagnose, insbesondere 
fur die Friiherkennung und, wie oben erlautert wurde, auch 
fur die Ermittlung der personlichen Gef ahrdungslage eines 
Sepsisrisikopatienten bzw. die Prognose einer Sepsis. 

Der wissenschaftlichen Literatur lassen sich Erkenntnisse , 
die das erfindungsgemafce Verfahren nahelegen konnten, nicht 
entnehmen. Es wurden nur einige wenige Arbeiten bekannt, bei 
denen anti-Gangliosid-Antik6rper im Zusammenhang mit schwe- 
ren akuten inf ektionskrankheiten bestiramt wurden. Ein der- 
artiger Fall ist die durch den Parasiten Trypanosoma, cruzl 
hervorgerufene Chagas-Krankheit (vgl . D.H.Bronia et al . , in: 
Ganglioside treatment of acute Trypanosoma, cruzl infection 
in mice promotes long-term survival and parasitological 
cure, Annals of Tropical Medicine & Parasitology, Vol. 93, 
No. 4, 341-350 (1999) und die darin zitierte Literatur) . In 
der letztgenannten Arbeit wird spekuliert, dass eine be- 
obachtete, deutlich vorteilhafte Wirkung einer Verabreichung 
von exogenen Gangliosiden an mit dem Parasiten T. cruzl 
infizierte Mause bei diesen die Produktion von anti-Ganglio- 
sid-Antikorpern auslSsen kdnnte, die mit Glycolipiden der 
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Hulle von T. cruzi reagieren und dadurch den Tod des Parasi- 
ten bewirken. Aufgrund der Befunde in der vorliegenden 
Anmeldung ist eine solche Erklarung wenig wahrscheinlich : 
Die im Falle der Chagas-Krankheit beobachteten anti-Gan- 
gliosid-Antikorper sind aufgrund ihrer die NK-Zellen hemmen- 
den Wirkung kein heilungsf ordernder , sondern ein krankheits- 
auslosender bzw. -f ordernder Faktor. Durch die Verabreichung 
von exogenen, kaum antigenen Gangliosiden werden die anti- 
AG M1 -Antik6rper namlich nicht gebildet sondern wahrscheinlich 
blockiert, wodurch bei den Mausen (bzw. bei Patienten) die 
Wirkung der NK-Zellen wiederhergestellt wird und das Immun- 
system der Parasiten Herr werden kann. Die bekannten Arbei- 
ten deuten auf keinerlei Zusammenhang von anti-Asialo-G^- 
Antikorpern mit der Entstehung und Verscharfung einer Sepsis 
hin und konnen daher das erf indungsgemafie Verfahren weder 
vorwegnehmen noch nahelegen. 

Die Deutung der Befunde, die Grundlage fur die vorliegende 
Erfindung sind, laSt sich noch wie folgt vertieferi: Die 
Sensibilisierung eines Patienten im Hinblick auf die Pro- 
duktion von anti-Ganglios id- Antikorpern in Reaktion auf 
einen antigegen Reiz kann durch eine Allerweltsinf ektion 
oder ggf . auch entsprechende UmWeltsubstanzen erfolgt sein 
und danach latent lange vorhanden bleiben. Ist jedoch bei 
einem menschlichen Individuum, z.B. aufgrund einer bakte- 
riellen Exposition (z.B. Infektionen mit Campylobacter 
jejuni oder auch Helicobacter pylori) , die Produktion von 
anti~Asialo-G M1 -Antikorpern einmal initiiert bzw. stark 
erhoht, sind bei diesem Patienten die Voraussetzungen gege- 
ben, dass in bestimmten physiologischen Stress -Situationen 
mit hoher NK-Zell-Aktivitat (z.B. Zellentartung durch muta- 
gene Ereignisse; eine Sepsis-Risikosituation) eine Scha- 
digung der NK-Zellen und damit der Immunabwehr erfolgt, mit 
der Folge eines erhohten Risikos, dass eine Abwehr reaktion, 
die durch z.B. einen "Sepsisrisiko-Stress" ausgelost wird 
und ein Eingreifen der NK-Zellen erfordert, auch die Produk- 
iiiou der o.g. ^ritikorper- scj-uiuiieirt , mid r^r-,-,-. -f 
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Wirkung der NK-Zellen aufheben. Der Regelkreis der Immun- 
antwort ist dann entscheidend gestort, und es kann sich eine 
Sepsis entwicklen. 

Es ist also eher davon auszugehen, dass die in alien Sepsis- 
seren, die im Rahmen der o.g. Best immungen vermes sen wurden, 
signifikant erhdht gefundenen anti-AG m -Antikorpertiter eine 
der Voraussetzungen des Entstehens einer Sepsis sind und 
sich die Anwesenheit derartiger Antikorper negaitv auswirkt . 

Da die mit Gangliosiden kreuzreagierenden Antikorper und die 
fur deren Produktion erf orderliche Pragung des Immunsystems 
bereits vor der Entwicklung einer Sepsis vorhanden sein 
miissen, kann die Bestimmung von anti-AG M1 -Antik6rpern mit 
Vorteil erf indungsgemaJS auch im Sinne der Ermittlung einer 
Disposition, d.h. als Bestimmung eines Sepsis -Risiko-Mar- 
kers, erf olgen . Es kann in diesem Zusammenhang vorteilhaft 
sein, eine solche Bestimmung nach einer in vivo Stimulierung 
der Antikorperbildung eines Sepsisrisikko-Patienten, z.B. 
vor einer Operation, unter Verwendung unbedenklicher Stimu- 
lantien zu vorzunehmen. Angesichts der deutlich erhoht 
gefundenen IgA-Antikorper (vgl. Figuren 2 und 4) soli die 
Antikorperbestimmung ausdriicklich auch mit geeigneten Assays 
in Korpersekreten (z.B. Speichel, Schleim) erf olgen konnen. 

Aus den obigen Ausfuhrungen ergibt sich auch die Wichtigkeit 
einer Vermeidung einer externen Zufuhr von anti-AG M1 -Antikor- 
pern, z.B. mit Spenderblut, an einen Patienten, insbesondere 
in einer Situation, in der an die Funtion seines Immmunsy- 
s terns hohe Anforderungen gestellt werden, sowie der mog- 
lichst weitgehenden Vermeidung einer Exposition von Personen 
generell beziiglich antigener Substanzen, die Gangliosid- 
strukturen simulieren und dadurch zur Bildung von anti-Gang- 
liosid-Antikorpern oder mit Gangliosidstrukturen kreuzragie- 
renden Antikorpern fuhren konnen. 



Die sich aufgrund er in dieser Anmeldung geschilderten 
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Befunde ergebenden Konsequenzeh fur neuartige Verfahren zux* 
Pravention, Hemmung und Therapie von septischen krankheits- 
zustanden und zur allgemeinen Gesundheitsvorsorge sind 
Gegenstand einer gleichzeitig mit der vorliegenden Anmeldung 
eingereichten eigenen parallelen Patentanmeldung. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Friiherkennung und Erkennung , fur die Ver- 
lauf sprognose und die Beurteilung des Schweregrads und zur 
therapiebegleitenden Verlauf sbeurteilung von Sepsis und sep- 
sisahnlichen systemischen Infektionen sowie zur Abschatzung 
der Gefahrdung eines Sepsisrisikopatienten durch die Aus- 
bildung einer Sepsis, dadurch gekennzeichnet, dass man die 
Anwesenheit und/oder Menge von anti-Asialo-G M1 -Antikorpern 
(anti-AG M1 -Antikdrpern) und damit kreuzreagierenden Antikor- 
pern in einer biologischen Fliissigkeit eines Patienten oder 
Sepsisrisikopatienten bestimmt und aus deren Anwesenheit 
und/oder Menge Schlusse hinsichtlich des Vorliegens, des zu 
erwartenden Verlauf s, des Schweregrads oder des Erfolgs 
einer Therapie der Entziindungserkrankung oder Sepsis oder 
hinsichtlich der Gefahrung eines Sepsisrisikopatienten 
zieht. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 
man anti-AG M1 - und/oder anti-G M1 - (Auto- ) Antikorper vom IgG- 
und/oder IgA-Typ bestimmt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeich- 
net, dass die biologische Fliissigkeit Blut, eine Blutfrak- 
tion oder ein Sekret ist- 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass man die Bestimmung mit Hilfe eines 
Ligandenbindungsassays vom Sandwichtyp oder vom kompetitiven 
Typ oder eines Agglutinationsassays durchf uhrt . 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, dass man die Bestimmung der Antikorper in 
einer Blutprobe eines Sepsisrisikopatienten nach einer 
vorherigen in vivo und/oder in vitro Stimulierung der Anti- 
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korperproduktion vornimmt. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass es im Rahmen einer Multiparameter-Bestim- 
mung durchgefiihrt wird, bei der gleichzeitig mindestens ein 
weiterer Entzundungs- oder Inf ektionsparameter bestimmt wird 
und bei der ein Messergebnis in Form eines Satzes von minde- 
stens zwei MessgroSen gewonnen wird, der zur Feindiagnostik 
der Sepsis ausgewertet wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet , dass 
im Rahmen der Multiparameter-Bestimmung neben den anti- 
Gangliosid-Autoantikorpern wenigstens ein weiterer Parameter 
bestimmt wird, der ausgewahlt ist aus der Gruppe, die be- 
steht aus den Proteinen Procalcitonin, CA 125, CA 19-9, 
S100B, SIOOA-Proteinen, LASP-1, loslichen Cytokeratin-Frag- 
menten, insbesondere CYFRA 21, TPS und/oder loslichen Cyto- 
keratin-l-Fragmenten (sCYlF) , den Peptiden Inflammin und 
CHP, Peptid-Prohormonen, der Glycin-N-Acyl transferase 
(GNAT) , der Carbamoylphosphat Synthetase 1 (CPS 1) und dem 
C-reaktiven Protein (CRP) oder Fragmenten davon. 

8. Verfahren nach Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Multiparameter-Bestimmung als Simultanbestim- 
mung mittels einer Chiptechnologie -Messvorrichtung oder 
einer immunchromatographischen Messvorrichtung erf olgt . 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Auswertung des mit der Messvorrichtung gewonnenen kom- 
plexen Messergebnisses mit Hilfe eines Computerprogramms 
erf olgt . 

10. Verfahren zur Qualitatskontrolle von Spenderblut fur 
medizinische Zwecka, bei dem man in einer Probe des Spender - 
bluts die Anwesenheit und/oder Menge von anti-Asialo-G i41 - 
Antikorpern ( ant i-AG M1 - Antikorpern) und damit I reuzreacrl eran- 
dsn Ant ikozp = m * i n 3 b c s o i id cic sn\'c*L -*3 r . 71 -fine iJ^orj-cr .i I ir«£ t i "n.n z 
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und man im Falle eines positiven Nachweises derartiger 
Antikorper 

das Spenderblut aussondert oder 

einer Af f initatsreinigung zur Entfernung der bestimmten 
Antikorper unterzieht und erst nach einer anschliefienden 
weiteren Antik6rperbestimmung mit negativem Ergebnis an 
einen Patienten verabreicht. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, bei dem man als Spenderblut 
Blutkonserven aus einer Blutbank oder frisch gewonnenes 
Spenderblut untersucht. 

12. Verfahren zur Auffindung und zum Nachweis von Einzel- 
substanzen oder von Bestandteilen von Substanzgemischen, die 
Struktureigenschaften aufweisen, die Gangliosidstrukturen 
simulieren, bei dem man zu untersuchende Einzelsubstanzen 
oder Substanzgemische in einem Assaysystem priift, das auf 
der Bindung von anti-Gangliosid-Antikorpern an einen spezi- 
f ischen Binder und dem Nachweis der gebundenen Antikorper 
beruht, wobei man eine kompetitive Verminderung der Antikor- 
perbindung an den spezifischen Binder in Anwesenheit der zu 
untersuchenden Substanz als Hinweis auf 

antikorperblockierende Eigenschaf ten der Substanz oder 
ein potentielles Gef ahrdungspotential der Substanz 
aufgrund einer Antigenwirkung unter Initiierung der Produk- 
tion von anti-AG M1 -Antik6rpern oder damit kreureagierenden 
Antikorpern in Menschen ansieht . 

13. verfahren nach Anspruch 12, bei dem Einzelsubstanzen 
oder Substanzgemische gepruft werden, die der menschlichen 
oder tierischen Ernahrung dienen und/oder aus medizinischen 
oder kosmetischen Grunden an Menschen verabreicht werden. 
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Zusammenf assung 



Verfahren zur Sepsisdiagnose und zur Kontrolle von Spender - 
blut durch Bestimmting von anti-Asialo-Gangliosid- 

Antikorpern 



Verfahren zur Fruherkennung und Erkennung, fur die Verlaufs- 
prognose und die Beurteilung des Schweregrads und zur thera- 
piebegleitenden Verlauf sbeurteilung von Sepsis und sepsis- 
ahnlichen systemischen Infektionen sowie zur Abschatzung der 
Gefahrdung von Sepsisrisikopatienten durch die Ausbildung 
einer Sepsis, bei dem man die Anwesenheit und/oder Menge von 
anti-Asialo-G M1 -Antikozpern (anti-AG M1 -Antikorpern) und damit 
kreuzreagierenden Antikorpern in einer biologischen Flussig- 
keit eines Patieriten oder Sepsisrisikopatienten bestimmt und 
aus deren Anwesenheit und/oder Menge Schlusse hinsichtlich 
des Vorliegens, des zu erwartenden Verlauf s, des Schwere- 
grads oder des Erfolgs einer Therapie der Entziindungserkran- 
kung oder Sepsis oder hinsichtlich der Gefahrung eines 
Sepsisrisikopatienten zieht. 

Wird das Verfahren unter Einsatz von Spenderblut durchge- 
fuhrt, ermoglicht es die Aussonderung potentiell schadlicher 
Blutkonserven . 



Bestimmung von auto-Antik6rpern gegen. 
Monosialo-GMl in Seren (IgG-Klasse) 
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Bestimmung von auto-Antikorpern gegen 
Monosialo-GMl in Seren (IgA-KIasse) 
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Bestimmung von auto-Antik6rpern gegen 
Asialo-GMl in Seren (IgG-Klasse) 
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Bestimmung von auto-Antik6rpern gegen 
Asialo-GMl in Seren (IgA-Klasse) 
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